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1. はじめに
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突然変異により疾患を生じた近交系マウスの遺伝子を解明することを目的として、 近年利用される
ことの多いω、 マウスDNAのマイクロサテライト(以降Mit)マーカーを用いて、 新たに見出された
「仮称脊髄性筋委縮症マウス」の遺伝子検索を行っている過程で、 野生から新規DNA導入のため、
日本国内で採集され、 維持されている近交系マウス聞に13番染色体上のMitマ}カ}の幾っかに差異
を見出し、 これらに興味を持ちMitマ}カ}の差異について検討‘を行った口
埼玉県立がんセンター臨床腫蕩研究所では、 松島が福島県郡山市内および会津若松市内で採集した
野生マウスを近交系化し実験動物として確立し、 SPF環境で飼育しているKOR 1、 KOR5、 KOR7お
よびAIZなどがあり、 現在50数世代まで近交系として維持しているMO
興味深いのは、 KORと命名しているマウスは、 郡山市内の民家で採集されたが、 KOR 1として確
立された系は、 約500メートル位離れた2軒の民家で採集された雄と雌が初代で、 以降同腹の兄妹交配
で維持しているo KOR 7は、 KOR1の雄が採取された民家由来であり、 KOR5は、 KOR1とKOR7と
は数キロメートル離れた民家で採集されたマウスであり、 これらKORの各系は、 遺伝的には極めて
近いか、 同じではないかと想像している。
特に興味深いのは、 KOR 1からは、 「アポE欠損高脂血症マウス」、「アトピー性皮膚炎マウス」お
よび「小眼球症マウス」などが見出され、 疾患モデルとして有用な変異遺伝子がいくつも見つかる優
れたマウスと云える。 なお、 アホ。E欠損高脂血症マウスは、 現在 疾患モデルとして販売され、 国内外
の多数の研究者に利用されている。
本報告は脊髄性筋委縮症(Spinal Muscular Atrophy : SMA)の原因遺伝子がマウス13番染色体上
に存在することから、 連鎖解析の常としてDNAのMitマーカー法で検討を開始し、 その解析過程にお
いて、 日本産の野生由来の近交系マウスの13番染色体のMitマーカーにおける興味ある多型現象に気
付き解析を行なったD
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2. 実験材料および方法
日本産の野生由来の近交系マウス
としては、 松島が樹立 したKOR 1、
KOR5、 KOR7およびAIZ、 江戸時
代から愛玩用 として飼育され、 白黒
斑の毛色からパンダマウスなどとも
称されているJF 1、 静岡県三島市の
国立遺伝学研究所の近所で採集され、
近交系として確立され多数の研究者
に利用されているMSM、 昭和19年
代に愛玩用マウスから近交系化され
たNCを用いた。 コントロールとし
ては実験用 近交系マウスのBALB/ c
を用いたO 図1にSMA様の症状を示
しているマウス幼児(生後12日前
後) と今回用い たKOR 1、 MSMお
よびJF 1の写真を示した。
KORl♀ MSM♀ JF 1♀ 
図1. 脊髄性筋萎縮症(SMA)様マウスと3系統の野生由来マウス
マウスのDNAは、 アルコール消毒した尻尾を約2 cm切り、 ハサミで細かく切ったものをWizard
Genomic DNA Purification System (Promega) を用い、 DNAを抽出し、 分光光度計を用いてDNA
量、 純度を測定し、 20 ng/μlに調整し、 60μiを試料用として凍結保存した。
マウス13番染色 体 のMitマーカー の プライマーは、 イ ンタ ー ネ ッ ト に 掲 載 さ れているMouse
Microsatellite Data Base of Japan (MMDBJ) のマイクロサテライトマーカーを参考にし、 各プライ
マーはインターネットに掲載されているNCBIのマウスプライマーインフォメーションに従ってライ
フテクノロジージャパンに50 nmol脱塩で、 液体として作成されたものを用いた。
使用した13番染色体のMitマーカーは、 D13Mit1、 D13Mit2、 D13Mit3、 D13Mit5、 D13Mi師、
D13Mit7、 D13Mit8、 D13Mit9、 D13Mit10、 D13Mit11、 D13Mit13、 D13Mit14、 D13Mit15、
D13Mit17、 D13Mit18、 D13Mit19、 D13Mit24、 D13Mit25、 D13Mit26、 D13Mit27、 D13Mit
28、 D13Mit29、 D13Mit30、 D13Mit31、 D13Mit32、 D13Mit34、 D13Mit35、 D13Mit37、 D13
Mit38、 D13Mit39、 D13Mit47、 D13Mit51、 D13Mit53、 D13Mit61、 D13Mit64、 D13Mit66、
D13Mit76、 D13Mit78、 D13Mit81、 D13Mit86、 D13Mit87、 D13Mit88、 D13Mit95、 D13Mit
99、 D13Mit104、 D13Mit106、 D13Mit110、 D13Mitl12、 D13Mitl16、 D13Mitl17、 D13Mit
128、 D13Mit130、 D13Mit138、 D13Mit147、 D13Mit151、 D13Mit159、 D13Mit176、 D13Mit
196、 D13Mit203、 D13Mit205、 D13Mit206、 D13Mit207、 D13Mit228、 D13Mit249、 D13Mit
288、 p品3rl、 Gr03の67種を用いた。
DNAのPCR:増I�日は、 マウスDNA 20 ng /μlを1μlに、 タカラバイオ製のTaq Poly 0.1μl、 NTP 2μl、
10 xbuffer 2μl、 Primer 1、 Primer 2各0.5μl、 超純水13.9μlを加え、 合計20μlとし、 940C 5分保存後、
940C 30秒、 550C 30秒あるいは600C 30秒、 720C60秒を40サイクルしたのち、 720C 7分保存した。
サブマリーン型のアガロース電気泳動は、 X 1 TB Bu百erを用い、 エチジウム ・ ブロマイド0.005%
を含む2.5% NuSieve 3:1 Agarose GelにPCR増幅したDNA液に3μlのX 10 Loading Bu百erを加え、 遠心
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沈殿したDNA試料首長7 �l を添加し、 100 V、 50分間泳動し、 紫外線検出装置の上で、 増幅したDNAバ
ンドパターンを石在認し、 写真J最影した。
本鎖DNAにしたSSCP法での観察は、 PCR増幅したDNA液2μlに10μlのフォルムアミド溶液を加
え、 950C 、 10分間熱処理後、 氷中に1分間保存したDNA溶液を5μlを7.5%ポリアクリルアミドゲルで
150 V、 90分間通電したゲルを銀染色し、 バンドパターンを確認した。
3. 実験結果および考察
アガロースゲルで、電気泳動した13番染色体のMitマーカーのPCR増幅したDNAのバンドパターンを
観察したところ、 67種のMitマーカーの内MSMとKORの間で差異を示したのはD13Mit9、 D13Mit18、
D13Mit87、 D13Mit88、 D13Mit117、 D13Mit138、 D13Mit207およびD13Mit288の8種:頒であっ
た、 NC、 BALB/ cをコントロールとして、 アガロースゲルで、電気泳動し、 DNAのバンドパターンを
観察・比較したものを図2に示す。
即ち、 13番染色体上の位置がセントロメアに近いD13Mit207(5.9 cM) については、 DNAのサイ
ズ(bp)に多型性があり、 各サイズは、 NC(153 bp)、BALB/ c(134 bp)、MSM(147 bp)、JF 1 (142 
bp) であるD マウス13番染色体上のMitマーカーのセントロメア側から順にDNAパターンを示し、
検出されたDNAパターンについては、 区13に易動度の速いJIINからa�eなどとマークして模式図にして
まとめ、 表1に各Mitマーカー毎に各野生由来の近交系を比較してまとめた。 表中*印の箇所が新規
D13Mit207 (5.9 cM) 
D13Mit18 (14.44 cM) 
D13Mit1l7 (16.81 cM) 
D13Mit87 (18.40cM) 
D13Mit88 (18.45 cM) 
D13Mit138 (20.85 cM) 
D13Mit9 (42.19cM) 
D13Mit288 (59.20 cM) 
3 ，1 
1 :NC. 2:BALB/c， 3:KOR 1. 4:KOR 5， 5:KOR 7. 6:AIZ，7 :MSM. 8:JF I 
図2. 野生由来近交系マウスのD13Mitマーカー
のDNA/\ターン
-アプーー D13Mit18 (14.44 cM) 
・・ -
- ヤ干了 D13Mit117 (16.81 cM) 
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b b b b b 
-・・・・・ ・・・圃・・ー・・圃
D13Mit88 (18.45 cM) 
u -一ー守門戸 D13Mit138 (20.85 cM) 
守・ーDー13Mit9 (42.19 cM) 
一一一ーー』園E
ー一一一一 l一一 D13Mit288 (59.29 cM) 
b b 
I :NC. 2:BALB/c. 3:KOR 1， 4:KOR 5. 5:KOR 7. 6・AIZ. 7:MSM. !UF I 
図3. 野生由来近交系マウス第13染色体
MitマーカーDNA/\ターンの摸式図
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表1. 日本産野生由来近交系マウスの13番染色体Mitマーカーの多型性の比較
marker position NC BALB/c KOR1 KOR5 KOR7 AIZ MSM JF1 
DJ3Mit207 5.9cM d a e* G G b G b 
153 b p 134 b p 147 b p 142 b p 
2 DJ3MítJ8 14. 44cM b a b e d* C* e e 
190 b p 209 b p 211 b p 
3 DJ3Mit 11 7 16.81cM a G b G C e* e d 
106 b p 126 b p 147 b p 137 b p 
4 DJ3Mít87 18.40cM a a a b b b b b 
116 b p 116 b p 196 b p 194 b p 
5 DJ3Mít88 18. 45cM a b a G G G G G 
166 b p 180 b p 250 b p 250 b p 
6 DJ3MítJ38 20. 25cM a a a e* a G d G 
148 b p 148 b p 167 b p 154 b p 
7 DJ3Mít9 42. 19cM b b a* a* a* G G G 
123 b p 123 b p 133 b p 131 b p 
8 DJ3Mít288 59.20cM b b a G本 b b b b 
114 b p 115 b p 
*・新規に見いだされたサイズマーカー
に見いだされたサイズマーカーである。
図2では、 D13Mitl17、 D13Mit87およびD13Mit88でKOR1がNCに似ており、 KOR5、 KOR7と
は顕著に異なっていることが判明した。 また、 D13Mit138、 D13Mit288では、 KOR7のみが遅い位
置にバンドを示し、 KOR1、 KOR7およびAIZとは異なっていた。 D13Mit9では、 AIZのみがMSM、
JF 1と同じ易動度、 遅い位置にバンドが見出された。
これらの凶で観察したのは、 13番染色体上の8種類のMitマーカーだけであるので、 十分な検討と
は言えないが、 各KOR系とAIZのDNAパターンは、 近交系として50数i世代維持してきており、 人間
で三えば1500年位に相当する期間、兄妹交配を繰り返したことになるので、KOR1、KOR5およびKOR
7は、 全く別の系として、 生きてきたことになり、 さらにAIZについても、 数十キロメートル離れた
地域で採集されており、 これらが似て非なる物として、 DNAで差異を示すのも当然かと思われる。
そして、 H本由来のNC、 MSM、JF 1と a部共通し、 BALB/cとは、 やや離れた存在であることが推
測されるD
さらに、 今回はアガロースゲルの電気泳動パターンを肉眼で観察しているもので、 遺伝子座を決定
する連鎖解析などでは、 このレベルで判断しでも良いが、 塩基の何ベースペアのCAなどの繰り返し
かについて検討するためにシークエンスを試みたものの、 再現性に乏しく、 シークエンサーの解析結
果は今回の報告には間に合わなかった。
そこで、 D13Mit18、 D13Mit87、 D13Mit88、 およびD13Mit138についてはPCR増幅したDNA
について、一一本鎖DNAにし、 ポリアクリルアミドゲル電気泳動で観察したところ、 図4�こ示す様な結
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果を得た、 図2のDNAパターンと同
様の多型性が見いだされた。
各 近交 系でDNA鎖の差異として
観察できたバンドが2本ないし3本で
検出され、 アガロースゲルで観察さ
れた結果をより鮮明な差異として、
観察できた。 これらの各バンドパタ
ーンを詳細に検討することで各近交
系聞の近縁関係などを検討できる事
が示唆されるO
本文を纏めている過程で理研リソ
ースセンターでのDNAのSNP解析
でヘ マウスの 近縁関係などを検討­
した結果を見出した。 図5に示す通
り、 膨大な検討を行われたことと思
われるD 計算法の詳細は記されてい
ないが、 すでに各KOR系ならびに
AIZの系統問の日本産の野生由来の
近交系マウスの近縁関係は明らかに
されている。 NC BA Kl K5 K7 AIZ MSM JF 
D 13Mit18 
D13Mit87 
D13Mit88 
D13Mit138 
さらに、 マイクロサテライトマー
カーを用いた実験用マウスの起源を
図4. マウス13番染色体013Mit18、 o 13Mit87、 o 13Mit88 
およびo 13Mit138のDNAのSSCPパターン
検討したものとしては坂井による報告がありへ マウス第3番染色体、 11番染色体、 X染色体のMitマ
ーカーにおける16系統のマウスにおける各多型率(%)を距離行列とし、 近縁結合法により系統解析
MAE 
AIZ 
JF1 
を行っているo MSMとJF 1については、 差異が
なかった様に まとめられているO
今回は、 比較的簡便に検出される13番染色体の
Mitマーカーを用いて日本産野生由来の近交系マ
ウスについて検討したが、 今後全染色体のMitマ
ーカーについて検討することで、 SNP法と同様に
マウスの近交系問の系統樹の作成も可能であり、
興味深いと思われる。
そして、 脊髄性筋萎縮庄(SMA)と考えられ
た疾患についてはMitマーカーを用いた連鎖解析
を実施した結果、 マウス第2染色体に原因遺伝子
のある小児に特有のてんかんの一種であることが
判明した。 詳細は今後さらに検討を続け、 報告す
図5. 一塩基多型法(SNP)による日本産野生由来 る予定であるO
近交系マウス間の遺伝的位置付(最節約法)
提供:理研バイオリソースセンター、 日加田利l之博士
近交系マウス60系統の1，446 SNPについて比較
した図のモロシヌス部分
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